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Rekombinantes Zellsystem zur Deorphansisierung von G Protein-gekoppelten Rezepto- 

ren 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein rekombinantes Zellsystem, umfassend eine tierische 
Wirtszelle, umfassend einen rekombinanten G Protein-gekoppelten spezifischen Rezeptor, 
und den rekombinanten Ca2+ spezifischen Kanal CNGA2. Die Erfindung betrifft weiterhin 
ein Verfahren zur Herstellung des erfindungsgemSBen Zellsystems und die Verwendung des 
Systems zur Deorphansierung G Protein-gekoppelter Rezeptoren. Weiterhin betrifft die vor- 
liegende Erfindung die Verwendung des Zellsystems zur Auffindung neuer G Protein- 
gekoppelter Rezeptoren aus Genbanken. 

Stand der Technik 



Die Superfamilie von G Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCRs; 7TMs) ist eine der grofiten 
Familien von den Menschen identifizierten Genen und weist nachweislich eine Geschichte als 
eine exzellente Quelle von Wirkstoffzielen auf. Sie reagieren auf eine groBe Zahl von Reizen, 
einschlieBlich kleinen Peptiden, Lipidanaloga, Aminosaure-Derivaten und sensorischen Rei- 
zen, wie z. B. Licht, Geschmack und Geruch und (ibertragen Signale in das Innere der Zelle 
durch Interaktion (u.a.) heterotrimeren G Proteinen. Die fast vollstMndige Sequenzierung des 
menschlichen Genoms erlaubte die Identifizierung einer groBen Zahl von Sequenzen, die so 
genannte "orphan" GPCRs kodieren, potentielle Rezeptoren, deren naturliche Liganden noch 
aufgefunden werden rmissen. In vielen Fallen ist das AusmaB der Sequenzhomologie mit be- 
kannten Rezeptoren nicht ausreichend, urn den naturlichen Liganden fur diese Orphan- 
Rezeptoren zu finden, obwohl es gewohnlicherweise moglich ist, die mogliche Natur des je- 
weiligen Liganden zu bestimmen, zum Beispiel Peptid, Lipid, Nukleotid usw. Die so ge- 
nannte „Deorphanisierung" dieser neuen GPCRs und die Bestimmung ihrer biologischen 
Funktionen hat sich zu einem hauptsachlichen Ziel vieler der groBen pharmazeutischen Fir- 
men entwickelt, sowie verschiedener akademischer Gruppen. Seit 1995 wurden mehr als 50 
Liganden fur Orphan GPCRs durch die Verwendung des Orphan Rezeptors als ein Biosensor 
und Screenen von Kandidaten-Verbindungen entdeckt, wobei auf eine biologische Antwort 
geschaut wurde (der so genannte "reverse pharmacology" Ansatz) (Szekeres PG. Functional 



assays fiir identifying ligands at orphan G protein-coupled receptors. Receptors Channels. 
2002;8(5-6):297-308.). 



Kurz gesagt schlieBt die reverse molekulare pharmakologische Technik das Klonieren und die 
Expression von orphan GPCRs in Saugerzelien und Screenen in diesen Zellen auf eine funk- 
tionelle Antwort gegeniiber kognaten oder Surrogatagonisten, die in biologischen Extraktpre- 
parationen, Peptid-Bibliotheken und komplexen Verbindungssammlungen vorhanden sind 
ein. Der funktionelle Genomics Ansatz schlieBt die Verwendung von ,,humanisierten" Hefe- 
zellen ein, wobei das Hefezellen GPCR Transduktionssystem so verandert ist, urn eine funk- 
tionelle Expression und ein Koppeln von menschlichen GPCRs an die endogene Signalma- 
schinerie zu ermSglichen. Beide Systeme stellen eine exzellente Plattform zu Identifizierung 
von neuen Rezeptorliganden zur Verftigung. Sobald aktivierende Liganden identifiziert sind, 
konnen sie als pharmakologische Werkzeuge verwendet werden, urn die Rezeptorfunktion 
und die Beziehung zu Erkrankungen, einschlieBlich Fettsucht, Entziindungserkrankungen, 
Herzerkrankungen und Krebs, zu untersuchen. (Wilson S, Bergsma DJ, Chambers JK, Muir 
AI, Fantom KG, Ellis C, Murdock PR, Herrity NC, Stadel JM. Orphan G-protein-coupled 
receptors: the next generation of drug targets? Br J Pharmacol. 1998 Dec; 125(7): 1387-92.; 
Shaaban S, Benton B. Orphan G protein-coupled receptors: from DNA to drug targets. Curr 
Opin Drug Discov Devel. 2001 Sep;4(5):535-47). 

Ein weiterer Ansatz zur Auffindung von Rezeptorliganden ist der Vergleich von in der Da- 
tenbank erhaltlichen bekannten imd/oder putativen GPCRs (Joost P, Methner A. Phylogenetic 
analysis of 277 human G-protein-coupled receptors as a tool fur the prediction of orphan re- 
ceptor ligands. Genome Biol. 2002 Oct 17;3(11):RESEARCH0063.). Dieser Vergleich kann 
auch zwischen verschiedenen Spezies erfolgen, urn so Rezeptoreh zu identifizieren, die z. B. 
in der Maus identifiziert worden (Vassilatis DK, Hohmann JG, Zeng H, Li F, Ranchalis JE, 
Mortrud MT, Brown A, Rodriguez SS, Weller JR, Wright AC, Bergmann JE, Gaitanaris GA. 
The G protein-coupled receptor repertoires of human und mouse. Proc Natl Acad Sci USA. 
2003 Apr 15;100(8):4903-8. Epub 2003 Apr 04.). 

Eine neben den Gruppen der partikularen Guanylyl-Cyklasen (zusammehfassend beschrieben 
in, z.B., Lucas KA, et al. Guanylyl cyclases und signaling by cyclic GMP. Pharmacol Rev. 
2000 Sep;52(3):375-414, Gibson AD, Garbers DL. Guanylyl cyclases as a family of putative 
odorant receptors. Annu Rev Neurosci. 2000;23:417-39.), Pheromonrezeptoren, z.B. des 



VIR-Typs (zusammenfassend beschrieben in, z.B., Matsunami H, Amrein H. Taste und phe- 
romone perception in mammals und flies. Genome Biol. 2003;4(7):220. Epub 2003 Jun 30; 
Dulac C, Torello AT. Molecular detection of pheromone signals in mammals: from genes to 
behaviour. Nat Rev Neurosci. 2003 Jul;4(7):551-62.) und der Adrenalinrezeptoren, z.B. der 
alpha- oder beta-adrenergen Rezeptoren (zusammenfassend beschrieben in, z.B., Koshimizu 
TA, et al. Recent progress in alpha 1 -adrenoceptor pharmacology. Biol Pharm Bull. 2002 
Apr;25(4):401-8.), die sich durch verschiedene intrazellulare Signalkaskaden unterscheiden, 
besonders interessante Gruppe ist die der olfaktorischen Rezeptoren, zu denen auch bereits 
eine groBe Zahl von Patentanmeldungen hinterlegt wurden (z.B. EP 1301599; CN1386760; 
CN1380323; CN1376713; CN1376691; AU2147402; EP1235859 urid WO 02/059274), 

Das olfaktorische System ermoglicht es den Wirbeltieren, eine groBe Zahl chemisch unter- 
schiedlicher Geruchsmolektile nachzuweisen und voneinander zu unterscheiden. Im Men- 
schen und der Maus kodierenjeweils -350 zu 1000 odorante Rezeptoren (OR) Gene fur sie- 
ben Transmembran-durchspannende (7TM) und G Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR) 
(Buck und Axel, 1991; Zozulya et al., 2001; Zhang und Firestein, 2002), die in den olfaktori- 
schen sensorischen Neuronen (OSN) des olfaktorischen Epithels (OE) (fur eine Ubersicht, 
siehe Mombaerts, 1999; Young und Trask, 2002) exprimiert werden. Ein bestimmtes OSN 
exprimiert hochstwahrscheinlich nur einen einzelnen Typ von OR (Chess et al., 1994; Malnic 
et al., 1999), und einzelne OSN zeigen oft eine breit eingestellte Odoranten Spezifitat, die 
teilweise von der Odorarit-Konzentration (Sicard und Holley, 1984; Sato et al., 1994; Malnic 
et al., 1999; Duchamp-Viret et al., 2000; Ma und Shepherd, 2000; Hamana et al., 2003) ab- 
hangig ist. Daher wird die Odorant-Unterscheidungs-, Qualitats- und Intensitatskodierung 
eines jeden bestimmten OSN von dem EC50 Odorantprofil des bestiihmten OR Typs, die sie 
exprimiert, abhangen (Malnic et al., 1999; Kajiya et al., 2001; Hamana et al., 2003). Mehr als 
vier spatial distinkte Expressionsgebiete der OR Gen wurden in dem OE von Mausen be- 
schrieben (fiir eine Obersicht, siehe Touhara, 2002). Eine systematische Verteilung der Odo- 
rantsensitivitat fiber das OE hinweg wurde durch Elektroolfaktogramm (EOG) Aufeeichnun- 
gen und in situ Ca2+ Bildgebung (Scott und Brierley, 1999; Omura et al., 2003) gezeigt. Je- 
doch fehlt bis heute Information fiber die molekularen Determinanten, die jeder spatial orga- 
nisierten Odorant-Antwortzone zugrunde liegen, z.B. Odorant-Erkennungsprofile von OR und 
ihren zonalen Expressionsmustem innerhalb des OE. 



Nach der Odorantstimulierung aktiviert der OR eine olfaktorisch-spezifische Signaltransduk- 
tionskaskade (Reed, 1992; Gold, 1999), die das G-Protein G-alpha-olf (Jones und Reed, 1989; 
Firestein et al., 1991), die Adenylatcyklase (AC) Typ III (Bakalyar und Reed, 1990) und ei- 
nen heteromerischen cyklicsches Nukleotid-offiienden (CNG) Ca2+-permeablen Kationenka- 
nal (Nakamura und Gold, 1987; Dhallan et al., 1990; Dzeija et al., 1999) einschlieflt. Konsi- 
stenterweise, machten Gene-target Deletionen von G-alpha-olf, ACIII, oder der CNGA2 Ka- 
naluntereinheit (Brunet et al., 1996; Belluscio et al., 1998; Baker et al., 1999; Wong et al., 
2000) Mause groBtenteils anosmisch. Ein andere olfaktorischer Signaltransduktions- 
Signalweg, der spezifisch durch cGMP moduliert wird, schlieiJt die partikulare Guanylylcy- 
klase Typ D (GC-D) ein, die in einer-Untergruppe von OSN vorhanden ist (Juilfs et al., 1997; 
Meyer et al., 2000). Trotz des genauen Wissens uber die Genetik von OR und ihren Signal- 
transduktionskomponenten, haben nur ein paar Untersuchungen Odoranten mit einzelnen OR 
in Zusammenhang gebracht, mittels Adenoviraler Oberexpressionsassays in vivo (Zhao et al., 
1998; Araneda et al., 2000), heterologer Expression von rekombinanten OR in vitro (Kraut- 
wurst et al., 1998; Wetzel et al., 1999; Gaillard et al., 2002), Einzelzell RT-PCR von Odorant- 
responsiven OSN (Malnic et al., 1999; Touhara et al., 1999; Kajiya et al., 2001), und OR 
Gen-targeting, gefolgt durch funktionelle Analyse von Einzel-OSN (Bozza et al., 2002). Die 
funktionelle Expression einiger N-terminal-markierter OR in HEK-293 Zellen wurde durch 
ktinstliches Koppeln dieser an Phosphoinositol-Signalgebung und Kalziumfreisetzung via den 
G-Protein Untereinheiten alphal5,16 erreicht (Krautwurst et al., 1998; Touhara et al., 1999; 
Kajiya et al., 2001; Gaillard et al., 2002) oder via G-alpha-q/11 (Wetzel et al., 1999). Jedoch 
ist nicht bekannt, ob alle OR, und mit welcher Effizienz, iiber die G-Proteine alphal5,16 kop- 
peln k6nnen. Kiirzliche Oberprufungen von Ergebnissen anderer Gruppen haben gezeigt, daB 
das alphal5,16 System zu einigen falsch-negativen Ergebnissen fuhrte. 

Die bei der Untersuchung der Rezeptoren des olfaktorischen Systems aufgefundenen Proble- 
me lassen sich auch auf die anderen oben genannten Klassen von Rezeptoren iibertragen. Es 
fehlt daher bis zum heutigen Tage ein Zellsystem, um GPCR in einem geeigneten genetischen 
Hintergrund und insbesondere OR in ihrem original G-alpha-olf-ACIII-cAMP Signal- 
Hintergrund fiinktionell zu screenen und zu charakterisieren. Gleichzeitig fehlt ein zellulares 
System mit einem geeigneten genetischen Hintergrund, um mittels diesem neue Orphan- 
Rezeptoren schnell und in hohem Mafistab aufzufinden und zu charakterisieren. 
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Es ist eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein Zellsystem zur Verfiigung zu stellen, urn 
das Methodenspektrum bei der Auffindung und Charakterisierung (Deorphanisierung) von 
Rezeptoren und ihren dazugehorigen Liganden zu erweitern und zu verbessern. Das System 
sollte optimaler weise billig herzustellen sein, grofitenteils etablierte Mefitechniken ermogli- 
chen und zudem eine geringe genetische Sicherheitsstufe aufweisen. Zudem sollten falsche 
Ergebnisse so weit wie mSglich ausgeschlossen werden. 

Gemafi eines ersten Aspekts der vorliegenden Erfindung wird diese Aufgabe der vorliegenden 
Erfindung wird durch ein rekombinantes Zellsystem gel6st, wobei das System eine tierische 
Wirtszelle umfafit, die die folgenden rekombinanten Proteine umfafit A) einen rekombinanten 
spezifischen G Protein-gekoppelten Rezeptor, und B) den rekombinanten Ca2+ spermeablen 
Kanal CNGA2. Weitere bevorzugte Ausfiihrungsformen des erfindungsgemafien Systems 
sind in den abhSngigen Anspriichen beansprucht. Erfindungsgemafi kann der rekombinante 
Ca2+ spezifische Kanal CNGA2 als Homomer oder Heteromer zusammengesetzt sein. Be- 
vorzugt ist ein Untereinheiten-Homomer. 

Die vorliegende Erfindung beruht zum Teil auf der Erkenntnis, dafi in einem Fall die hetero- 
loge Expression eines OR mit Odorant-induzierter cAMP Produktion assoziiert war (Kajiya et 
al., 2001), was vermuten liefi, daB ein rekombinanter OR an endogene G-alpha-s und AC 
Proteine in einer humanen Zelline koppelt. 

WO 03/004611 beschreibt die Expression der funktionellen menschlichen olfaktorischen Nu- 
kleotid-offhenden (CNG) Kanal Untereinheit OCNC1 in rekombinanten Wirtszellen und de- 
ren Verwendung in Zell-basierten Tests, urn Geruchsmodulatoren zu identifizieren. Es wird 
mit dem Kanal selber getestet. Die US 6,492,143 beschreibt olfaktorische Rezeptor Expressi- 
onsbibliotheken und Verfahren zu deren Herstellung und Verwendung. WO 01/51609 be- 
schreibt dann die Isolierung imd in vitro Differenzierung von konditional immortalisierten 
Maus-olfaktorischen Rezeptomeuronen. Durch keine der oben genannten Publikationen wird 
somit ein erfindungsgemafies Zellsystem offenbart oder nahegelegt. 

Bevorzugt ist ein erfindungsgemafies rekombinantes Zellsystem, das weiterhin ein rekombi- 
nantes Protein aus der Gruppe der Connexine, z.B. Cx43 oder Cx26 umfafit. Durch das Ein- 
bringen des Connexins wird die Sensitivitat des erfindungsgemafien Systems verbessert, da 
Ca2+ zwischen den Zellen verteilt werden kann. 



Ein besonders bevorzugtes erfindungsgemaBes rekombinantes Zellsystem umfaBt einen re- 
kombinanten spezifischen G Protein-gekoppelten Rezeptor, ausgewahlt aus der Gruppe der 
partikularen Guanylyl-Cyklasen, z.B. Typ A bis G. Die Komponenten des erfindungsgemaflen 
rekombinanten Zellsystems bestehen in diesem Fall somit aus A) einen rekombinanten spezi- 
fischen G Protein-gekoppelten Rezeptor aus der Gruppe der partikularen Guanylyl-Cyklasen, 
und B) dem rekombinanten Ca2+ spezifischen Kanal CNGA2. Gegebenenfalls kann auch ein 
Connexin vorhanden sein. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft dann ein erfindungsgemaBes rekom- 
binantes Zellsystem, das weiter eine auf den spezifischen G Protein-gekoppelten Rezeptor 
abgestimmte Cyklase, z.B. eine Adenylyl- oder Guanylyl-Cyklase umfaBt. Die Komponenten 
des erfindungsgemaflen rekombinanten Zellsystems bestehen in diesem Fall somit aus A) ei- 
nen rekombinanten spezifischen G Protein-gekoppelten Rezeptor, B) dem rekombinanten 
Ca2+ spezifischen Kanal CNGA2 und C) der auf den spezifischen Rezeptor abgestimmte Cy- 
klase. Gegebenenfalls kann auch hier ein Connexin vorhanden sein. Bevorzugterweise ist ein 
erfindungsgemaBes rekombinantes Zellsystem, wobei der rekombinante spezifische G Prote- 
in-gekoppelte Rezeptor ausgewahlt ist aus der Gruppe der der Pheromonrezeptoren, z.B. des 
VIR-Typs mit alien Familien VR-a bis VR-1, einschlieBlich der V3R-Typs (VR-d), zum Bei- 
spiel VlR-b2, der Hormonrezeptoren, z.B. der beta-adrenergen Rezeptoren und der olfaktori- 
schen Rezeptoren, z.B. OR1A1, OR1A2, 01fr43, 01fr49, MOR261-10, MOR267-1, 
LOC331758, 01fi:41 oder 01fr6. 

Im Rahmen der Untersuchungen zu der vorliegenden Erfindung haben die Erfinder weiterhin 
festgestellt, daB die Seiisitivitat des Zellsystems erheblich zunimmt, wenn zusatzlich eine auf 
den spezifischen G Protein-gekoppelten Rezeptor abgestimmtes rekombinantes G-Protein, 
z.B. G-alpha-olf vorhanden ist Die Einbringung eines solchen G-Proteins ist somit erfin- 
dungsgemaB bevorzugt. Bei Einbringung eines entsprechenden G-Proteins kann in den mei- 
sten Fallen bequemer weise auf ein Vorbehandeln (Primen) des Zellsystems verzichtet wer- 
den, was die Messung vereinfacht 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft ein rekombinantes Zellsystem, wobei 
die tierische Wirtszelle ausgewahlt ist aus Mauszellinien oder humanen Zellinien, z.B. 
menschlichen Krebszellinien, wie z.B. HeLa oder HEK293. Es konnen viele Zellinien ver- 



wendet werden, wichtig ist lediglich, daB der entsprechende genetische Hintergrund so ge- 
wahlt sein muB, daB die entsprechende Signalkaskade vorhanden ist. Der Fachmann wird avis 
der Beschreibung bier leicht erkennen, welche Zellinien geeignet sind. 

Ein besonders bevorzugtes erfindungsgemSBes rekombinantes Zellsystem ist schlieBIich aus- 
gewahlt aus den Zellsystemen 

- HeLa-Cx43/CNGA2/01fr49; 
-HeLa-Cx43/CNGA2/G-alpha-olf; 

- HeLa-Cx43/CNGA2/G-alpha-olf/01fr 49; 
-HeLa-Cx43/CNGA2/G-alpha-olf/01fr41; 

- HeLa-Cx43/CNGA2/G-alpha-olf/01fr 6 oder 

- HeLa-Cx43/CNGA2/G-alpha-olf/ORl Al . 

Ein weiter besonders bevorzugtes erfindungsgemaBes rekombinantes Zellsystem ist dadurch 
gekennzeichnet, daB die rekombinanten Proteine stabil und/oder transient transfiziert vorlie- 
gen. Unter „stabil" soil im Rahmen der vorliegenden Erfindung eine Expression tiber minde- 
stens 10 bis 13 Passagen hinweg bei 1 bis 2 Passagen pro Woche verstanden werden. Diese 
stabile Transfektion war bei bisherigen Systemen nicht gegeben und stellt somit einen weite- 
ren Vorteil des erfindungsgemaBen System dar. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betriffi ein Verfahren zur Auffindung von G 
Protein-gekoppelten Rezeptor induzierenden Substanzen, umfassend die Schritte von a) zur 
Verfiigung stellen eines erfindungsgemaBen rekombinanten Zellsystems, b) in Kontakt brin- 
gen des Zellsystems mit einer potentiell G Protein-gekoppelten Rezeptor induzierenden Sub- 
stanz, und c) Messen der Aktivierung oder Inhibierung des Ca2+ Einstroms in die Zelle. Sol- 
che Screeningverfahren konnen auf Basis der bier beschriebenen Verfahren und der reichhal- 
tigen Literatur im Bereich des Screening (z.B. Szekeres PG. Functional assays fur identifying 
ligands at orphan G protein-coupled receptors. Receptors Channels. 2002;8(5-6):297-308) 
durch den Fachmann leicht entworfen werden. Besonders bevorzugt ist die Durclifuhrung im 
Hochdurchsatz- Verfahren. Weiter bevorzugt ist das Screening mit Substanzen, die als Odo- 
rantien bereits bekannt sind, wie zum Beispiel (-)Citronellal oder beta-CitroneUol, Pheromo- 
nen, Hormone, wie zum Beispiel Adrenalin oder oder natriuretisches Peptid Typ-C. 



Das erfindungsgemaB verwendete Mefiverfahren des Messens der Aktivierung oder Inhibie- 
rung des Ca2+ Einstroms in die Zelle kann jedes geeignete Verfahren sein, bevorzugt ist je- 
doch ein erfindungsgemaBes Verfahren, das eine Beladung der Zelle mit Fura-2-AM oder 
Fluo-4-AM und ein Messen der Emissions- WellenlSnge bei 515 nm einschliefit In manchen 
Fallen kann es sinnvoll sein, daB das Zellsystem fur die Messung mit einem Enhancer, wie 
zum Beispiel Forskolin oder Thapsigargin vorbehandelt wird. 

Wie oben erwahnt, konnen neu aufgefundene G Protein-gekoppelten Rezeptor induzierende 
Substanzen die Grundlage fur wertvolle pharmazeutische Erzeugnisse oder „lead-structures" 
fiir die Entwicklung solcher pharmazeutischen Erzeugnisse darstellen. In einem weiteren 
Aspekt betrifft die vorliegende Erfindung somit ein Verfahren zur Herstellung einer pharma- 
zeutischen Zusammensetzung, umfassend die Schritte von a) Durchfuhren eines Verfahrens 
Verfahren zur Auffindung von Rezeptor aktivierenden Substanzen gemaB der vorliegenden 
Erfindung, und b) Formulieren der erhaltenen G Protein-gekoppelten Rezeptor induzierenden 
Substanz mit bekannten Hilfs- und Zusatzstoffen. Die eigentliche Formulierung ist ftir den 
Fachmann kein Problem, hangt von den jeweiligen zu Formulierenden Substanzen ab und 
kann leicht aus der einschlagigen Literatur entnommen werden. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft ein erfindungsgemaBes rekombinan- 
tes Zellsystem, wobei das Zellsystem einen potentiellen rekombinanten spezifischen G Pro- 
tein-gekoppelten Rezeptor anstelle eines bereits bekannten oder Orphan-Rezeptor umfaBt. So 
kann das erfindungsgemaBe Zellsystem als Grundlage ftir die Auffindung von weiteren or- 
phan G Protein gekoppelten Rezeptoren dienen, indem exprimierte Gene als Kassette in das 
Zellsystem eingefuhrt werden und deren Fahigkeit untersucht wird, auf bestimmte Reize (z.B. 
Odoranten) eine Aktivierung oder Inhibierung des Ca2+ Influx hervorzurufen. Geeignete 
Quellen solcher exprimierten Gene sind kauflich erhaltliche Tier und/oder Gewebe- 
spezifische Banken, die z.B. das Proteom einer Zelle umfassen konnen. Auch hier ist bevor- 
zugt, daB das Verfahren in einer Hochdurchsatz-Umgebung erfolgt, z.B. in Mikrotiterplatten 
in einem Fluoreszenz-Plattenlesegerat oder hochauflosend mikroskopgestutzt auf Einzelzelle- 
bene. 

Die Erfindung betrifft somit weiterhin ein Verfahren zur Auffindung von neuen G Protein 
gekoppelten Rezeptoren umfassend die Schritte von a) zur Verfugung stellen eines geeigneten 
erfmdungsgerhaBen rekombinanten Zellsystems wie oben, b) in Kontakt bringen des Zellsy- 
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stems mit einer G Protein-gekoppelten Rezeptor aktivierenden Substanz oder vermutlich G 
Protein-gekoppelten Rezeptor aktivierenden Substanz, und c) Messen der Aktivierung oder 
Inhibierung des Ca2+ Einstroms in die Zelle. 

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft darui ein Verfahren zur Herstellung 
eines rekombinanten Zellsystems, umfassend a) zur Verfugung stellen einer geeigneten tieri- 
schen Wirtszelle, b) Einbringen eines rekombinanten spezifischen G Protein-gekoppelten Re- 
zeptors oder eines potentiellen rekombinanten spezifischen Rezeptors, und c) Einbringen des 
rekombinanten Ca2+ permeablen Kanals CNGA2. ErfindungsgemaB kann der rekombinante 
Ca2+ permeable Kanal CNGA2 als Homomer oder Heteromer eingebracht werden. Bevor- 
zugt ist ein Untereinheiten-Homomer. 

Bevorzugt ist ein erfindungsgemaBes Verfahren, das weiterhin ein Einbringen eines rekombi- 
nanten Proteins aus der Gruppe der Connexine, z.B. Cx43 oder Cx26 umfaBt. Durch das Ein- 
bringen des Connexins wird die Sensitivitat des erfindungsgemaBen Systems verbessert, da 
Ca2+ zwischen den Zellen verteilt werden kann. Weiter bevorzugt ist ein erfindungsgemaBes 
Verfahren, das ein Einbringen einer auf den spezifischen G Protein-gekoppelten Rezeptor 
abgestimmte Cyklase, z.B. eine Adenylyl- oder Guanylyl-Cyklase und/oder das ein Einbrin- 
gen eines auf den spezifischen G Protein-gekoppelten Rezeptor abgestimmten rekombinanten 
G-Proteins, z.B. G-alpha-olf umfaBt. 

ErfindungsgemaB kann jede dem Fachmann bekannte Technik zu der Einfuhrung der geneti- 
,schen Konstrukte verwendet werden. ErfindungsgemaB bevorzugt ist ein Verfahren, wobei 
das Einbringen ausgewahlt ist aus Transfektion, z.B. Ca2+-Phosphat-Transfektion, Lipofekti- 
on und Transduktion, sowie anschlieBender optionaler Integration ins Genom mit Hilfe einer 
Rekombinase und/oder Antibiotika-Selektionsklonierung, imd Transduktion. 

Wie oben bereits erwahnt, kann das erfindungsgemaBe rekombinante Zellsystems zur Deor- 
phanisierung von G Protein-gekoppelten Rezeptoren durch Auffindung von entsprechenden G 
Protein-gekoppelten Rezeptor induzierenden Substanzen, z.B. Odorantien, verwendet werden. 
Gleichzeitig kann das erfindungsgemaBe Zellsystem auch zur Auffindung von neuen zellula- 
ren G Protein-gekoppelten Orphan-Rezeptoren verwendet werden. Diese Rezeptoren konnen 
sogar in einem Durchgang identifiziert und Deorphanisiert werden, falls die zum Screening 
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verwendete Substanz gleichzeitig als die ftir den Rezeptor spezifische Substanz identifiziert 
wird. 

Die Erfinder haben nun die olfaktorische Signaltransduktion in HeLa/Olf Zellen von den ol- 
faktorischen Rezeptoren via das G-Protein alpha-olf und die Adenylylcyklasen Typ III zu 
dem homomeren olfaktorischen cyklischen Nukleotide-Qffhenden CNGA2 Kanal stabil re- 
konstituiert. Die Signaieffizienz der olfaktorischen Rezeptoren in HeLa/Olf Zellen wurde 
durch die Anwesenheit von G-alpha-olf erhQht, verglichen mit ihrem Signalisieren via endo- 
genem G-alpha-s. Der CNGA2 Kanal dient als ein Sensor, der Veranderungen in der intra- 
zellularen cyklischen Nukleotid-Konzentration durch einen Calcium-Influx anzeigt, der mit 
Fluoreszenz bildgebenden Techniken verfolgt werden kann. 

Rekonstitution von olfaktorischer Rezeptor-cAMP-Signalgebung in HeLa Zellen. - Urn ol- 
faktorische Rezeptoren durch einen funktionelle Genomics Ansatz zu de-orphanisieren, trans- 
fizierten die Erfinder ein diverses olfaktorisches Rezeptorsubgenom in HeLa/Olf Zellen. Die 
Erfinder identifizierten neue 3 von 93 (rot, gelb, griin; Kontrolle: violett) Maus Rhodopsin- 
markierte olfaktorische Rezeptor Chimaren, die in einem 96- Well Screening Ansatz unter- 
schiedlich auf 1 uM (-)Citronellal oder 10 uM beta-Citronellol reagierten. 

Funktionelle Genomics von OR wurden jedoch groBtenteils durch das Fehlen eines Zellsy- 
stems behindert, um rekombinante OR in ihrem olfaktorische Signalhintergrund zu untersu- 
chen. Die Erfinder haben hier zum ersten mal die funktionelle Rekonstitution eines partiellen 
OR Genoms beschrieben, zusammen mit seinen olfaktorischen Signaltransduktionsmolektilen 
in einer menschlichen Zelllinie, um die Odorantienkodierung auf dem Rezeptorniveau zu un- 
tersuchen. 

Cyklische Nukleotide-Sensing und Ca2+ Signalgebung via CNGA2 - Die hier mit HeLa- 
Cx43/CNGA2 Zellen gezeigten Experimente demonstrieren deren Brauchbarkeit fur das 
funktionelle Screening; die Deorphanisierung und Charakterisierung von nicht-olfaktorischen 
GPCR oder partikularen GC, die in der cAMP oder cGMP Signalgebung beteiligt sind. Die 
EC50 Werte, die die Erfinder in HeLa-Cx43/CNGA2 Zellen fur Isoproterenol, das auf endo- 
genen P-AR wirkt, und CNP, das auf rekombinanten GC-B wirkt, bestimmten, stehen in 
Obereinstimmung mit der Literatur (Lucas et al., 2000; Crider und Sharif, 2002). Unsere Be- 
stimmungen der cAMP Produktion in diesen ZeUen diente dazu, die Ligand-abhangige Sti- 




mulation von Rezeptor/G Protein Kombinationen mit der Funktion des CNGA2 Kanals als 
einem cyklisches Nukleotid-abhangigen Ca2+ Influxreporter zu verbinden. Die Erfinder ha- 
ben eine starke Korrelation zwischen der Anwendung des Agonisten der Stimulation von 
Ca2+ Influx gezeigt, durch zeigen, dafi Liganden bei ihrer EC50 eine intrazellulare cAMP 
Konzentration erzeugen, die nahe an ihrer EC50 fur den olfaktorischen homomeren CNGA2 
Kanal liegt. 

Olfaktorische Signaltransduktion und praferentielles Koppeln von OR via G-alpha-olf in He- 
La Zellen. In beiden Ca2+ Imaging-Experimenten und cAMP Assays mit HeLa- 
Cx43/CNGA2 Zellen zeigten die Erfinder, daB die Signaleffizienz von OR ilber den cAMP 
Signalweg durch die Vorbehandlung (Primen) mit entweder Forskolin oder Thapsigargin ver- 
bessert wird. Die Erfinder zeigten jedoch auch, daB die Anreicherung HeLa-Cx43/CNGA2 
Zellen mit G Protein die Signaleffizienz von Rezeptoren erh6hte, so das der Bedarf einer 
Vorbehandlung mit Forskolin. oder Thapsigargin dadurch beseitigt wurde. Daher scheint es 
wichtig zu sein, eine ausreichende Menge von Signal transduzierenden Komponenten zu ex- 
primieren, die (-)CitroneUal- oder Isoproterenol-induzierte cAMP Produktion wurde in HeLa- 
Cx43/CNGA2/rho-tag(39)-01fr49 Zellen leicht beobachtet, sogar ohne eine Vorbehandlung 
mit Forskolin, Thapsigargin oder ttberexpression von G-alpha-olf. Dies liegt wahrscheinlich 
an dem Koppeln von Rezeptoren Ober endogen exprimierte G-alpha-s. Die cAMP Tests zeig- 
ten weiter ein Koppeln von 01fr49 oder beta-AR an sowohl G-alpha-olf und G-alpha-s, und, 
zeigt daruber hinaus ein bevorzugtes Koppeln von Olfi-49 oder beta-AR an jeweils G-alpha- 
olf oder G-alpha-s, wodurch frtthere Ergebnisse bestatigt und erweitert werden (Jones et al., 
1990; Kajiya et al., 2001; Liu et al., 2001). Der kleinere Unterschied in der OR-induzierten 
cAMP Produktion von G-alpha-olf gegeniiber G-alpha-s angereicherten HeLa- 
Cx43/CNGA2/rho-tag(39)-01fr49 Zellen, verghchen mit den Unterschieden in den beta-AR- 
induzierten cAMP Spiegeln (Fig. 4) kann durch eine schnellere Deaktivierung von G-alpha- 
olf-GTP durch die GTP Hydrolyse und die OTP Dissoziation relativ zu G-alpha-s-GTP (Liu 
et al., 2001) erklart werden. Die Thapsigargm-induzierte Abnahme in der (-)Citronellal- 
stimulierten cAMP Produktion, die in HeLa-Cx43/CNGA2/rho-tag(39)-01fr49 ZeUen, die 
hG-alpha-olf exprimieren, beobachtet wurde (Fig. 5), kann durch eine Inhibierung von ACVI 
aufgrund einer erhohten intrazeUuaren Ca2+ Konzentration erklart werden. 

Funktionelle Genomics mit einem OR Subgenom - Effekte der Odorant Konzentration Auf 
dem Niveau der OR-Ligand Interaktion ist ein kombinatorisches Kodieren allgemein akzep- 
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tiert, wie von oft breit „getunten" OSN abgeleitet Die Annahme ist, dafi ein OR durch ver- 
schiedene Odorantien alctiviert werden kann und dafi ein Odorant mehrere OR mit verschie- 
denen Effizienzen aktivieren kann. Bis jetzt waren jedoch nur 14 OR Gensequenzen in einer 
(Malnic et al., 1999) jedoch nicht der anderen (Hamana et al., 2003) von zwei vergleichenden 
Untersuchungen publiziert, die versuchten, OR Sequenzen aus Hunderten von Einzelzell RT- 
PCR Experimenten mit Maus OSN die auf einen homologes Set von Odorantien regiert hat- 
ten, abzuleiten. In keiner dieser Untersuchungen wurden die abgeleiteten OR Sequenzen dazu 
verwendet, urn die Odorant Responsivitat ihrer Genprodukte zu bestatigen oder um ihre 
EC50-Rang Odorantienprofile mittels funktioneller heterologer Expression zu charakterisie- 
ren. Fur einen der abgeleiteten putativen OR, Ors6 (Malnic et aL, .1999), haben die Erfinder 
nun eine Odorant Responsivitat in HeLa-Cx43/CNGA2/hG-alpha-olf Zellen gezeigt (Fig. 5), 
ahnlich zu der in OSN. In einer anderen Untersuchung wurde eine Bibliothek von rekombi- 
nanten OR Chimaren in HEK-293 Zellen exp'rimiert, und funktionell mit Odorantien gescree- 
ned (Krautwurst et al., 1998). Aus diesem Experimenten hat sich 01fr49 als ein Responder fur 
(-)CitronellaI ergeben, den die Erfinder nun stabil exprimiert haben und durch sein EC50- 
Rang Odorantienprofil charakterisiert haben (Fig. 4). 

In der vorliegenden Erfindung haben die Erfinder den Aspekt untersucht, dafi das Odo- 
rant/Rezeptor Kodieren von der Konzentration des Odorant abhangt. Durch einen funktionel- 
len Genomics Ansatz, wobei 93 Maus OR Zellinien gegenuber (-)Citronellal und (beta- 
Citronellol gescreent wurden, identifizierten die Erfinder 3 OR neu, die auf jeden Odorantien 
oder beide spezifisch antworten. Eine ansteigende Zahl von antwortenden OR (von 3-9% auf 
22-59%) als eine Ergebnis einer ansteigenden Konzentration von (-)Citronellal laBt ein kom- 
binatorisches Kodieren der Geruchsqualitat und/oder -Intensitat durch verschiedene OR Un- 
tergruppen vermuten. Dieses Phanomen wurde urspriinglich bei der Ca2+ Bildgebung oder 
bei elektrophysiologischen Experimenten bis jetzt nur mit OSN beobachtet, wobei 4 bis 57% 
der OSN auf ansteigende mikromolare Konzentrationen von bestimmten Odorantien antwor- 
teten (Sato et al., 1994; Malnic et al., 1999; Duchamp-Viret et al., 2000; Ma und Shepherd, 
2000; Hamana et al., 2003). Die Zahl von OSN, und daher OR die verschiedene Odorantien 
erkannten, variierte in diesem Untersuchungen betrachtlich in AbhMngigkeit von dem Odo- 
rantien und seiner Konzentration. 



Die Erfinder beobachteten eine ahnliche Variation in ihren Experimenten, die moglicherweise 
an der Verwendung von verschiedenen OR Untergruppen liegt und teilweise auch experi- 




-13- 

mentelle Variationen widerspiegeln kann, z.B. Unterschiede in der Transfektionseffizienz 
Oder Unterschiede in der Plasmamembran-Expression. Ein Vorteil des unspezifischen gegen- 
ttber des spezifischen Tuning von OSN, und daher OR, auf die Qualitat und die Intensitatsko- 
dierung mittels eines Gemisches von rezeptiven Feldern von grofitmdglicher Diversifitat wur- 
de kOrzlich in einem mathematischen ModeU vorgeschlagen (Sanchez-Montanes und Pearce, 
2002). Jedoch ist eine plotzliche Untersuchung vermuten, da/3 die prinzipiellen Odorqualitaten 
durch die am meisten sensitiven Rezeptoren fur einen bestimmten Odoranten kodiert werden 
(Hamana et al., 2003). 

Der menschliche OR1A1 , der der orthologe OR (84%) zum Maus 01fr43 und LOC331758 ist, 
hat eine ahnliche Spezifitat fur (-)Citronellal beibehalten, wobei sein Konzentrations- 
Antwort-VerhSltnis urn den menschlichen Schwellenwert herum beginnt. Auf der anderen 
Seite k6nnen 01fr49 und viele andere OR als"Generalisten" fur (-)Citronellal angesehen wer- 
den. Die Erfinder haben daher Beweise prasentiert, daB 01fr43 und LOC331758 in der Maus 
und OR1A1 und OR1A2 im Menschen Kandidaten dafur sind, Spezialisten fur den OR fur 
den Schlttssel Nahrungsmittel Odorantien (-)Citronellal zu sein. Auf lange Sicht kann jedoch 
nur ein holistischer Ansatz, zum Beispiel ein Screening aller menschlichen OR (Zozulya et 
al., 2001) und ein Etablieren von EC50-basierten Odorantienprofilen fur alle antwortenden 
OR, zu einem vollstandigen Bild dariiber ftihren, welcher OR, oder welche Untergruppe von 
OR, die Odorqualitat von z.B. Citronellal darstellt. 

Die oben beschriebenen Ergebnisse wurden in Zusammenhang mit der Analyse eines be- 
stimmten Odorantien ((-)Citronellal) und dessen entsprechenden Rezeptoren erhalten und 
dislcutiert. Die beschriebenen Ergebnisse lassen sich jedoch ohne weiteres auch auf andere 
Rezeptor-Familien ausdehnen, ohne sich vom Bereich der vorliegenden Erfindung zu entfer- 
nen. Unter Heranziehung der hier beschriebenen Ergebnisse und der folgenden Beispiele kann 
der Fachmann die Verfahren der vorliegenden Erfindung leicht auf geeignete Weise anpassen, 
urn so auch G Protein gekoppelte Rezeptoren anderer Klassen zu untersuchen und/oder aufzu- 
finden. Das erfindungsgemaBe Zellsystem ist somit innerhalb der G Protein gekoppelte Re- 
zeptoren universell einsetzbar. 



Die Erfindung soil nun im folgenden weiter durch die beigefugten Beispiele unter Bezug auf 
die beigefugten Figuren verdeutlicht werden, ohne jedoch darauf beschrankt zu werden. 
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In den Figuren zeigen: 

Figur 1. HeLa-Cx43/CNGA2 Zellen exprimieren den CNGA2 Kanal und die RNA flir vier 
endogene Adenylylcyklasen. (A-D) Konfokale Fluoreszenzbilder von HeLa-Cx43/CNGA2 
Zellen. (A) Permeabilisierte, anti-CNGA2/Alexa-488-markierte Zelle. (B) Primare Antikorper 
ausgelassen. (C) Die Zelloberflache wird mit Concanavalin A/Texas Red sichtbar gemacht. 
(D) Overlay von (A) und (C), mit ko-lokalisierten Signalen in Gelb. Skalenbalken, 20 jam. (E) 
CNP induzierte einen Ca2+ Influx in IBMX-vorbehandelte Zellen, transfiziert mit DNA fur 
GC-B. Unteres Panel, Kontroll-transfizierte Zellen. Gemittelte Messungen von 6 Respon- 
dern/25 Gesamt-Zellen, und alien Zellen in der Kontrolle. (F) Konzentrations-Antwort Ver- 
haltnis von CNP. Die Daten sind Mittelwerte ± SD aus 5 Well Bestimmungen, EC50 = 0,027 
\xM. Einschub, Fluoreszenzmessungen. Pfeilspitze, Anwendung von CNP. Vertikale Skala, 
200 FluoreszenzzShlungen; horizontale Skala, 1 min. (G) RT-PCR Produkte von HeLa- 
Cx43/CNGA2 mRNA, unter der Verwendung von Gen-spezifischen Primern fur die olfakto- 
rische CNGA2 Kanaluntereinheit und alle bekannten Typen von humanen AC (ACI-IX) (obe- 
res Panel). Unteres Panel, -RT, wobei reverse Transkriptase ausgelassen wurde. M, Marker- 
grOflen (Basenpaare). Ahnliche Ergebnisse wurden in zwei unabhangigen Experimenten er- 
halten. 



Figur 2: Tuning von CNGA2 fiir (-)Citronellal/01fr49-induzierten Ca2+ Influx. (A) Aktivie- 
rung von CNGA2 durch db-cAMP in Thapsigargin- und IBMX-vorbehandelten HeLa- 
Cx43/CNGA2 Zellen, in Ca2+ bildgebenden Experimenten. Gestrichelte Linie, Zellen, denen 
CNGA2 fehlt. Gemittelte Messungen aus alien aufgezeichneten Zellen. (B) Konzentrations- 
Antwort Verhaltnis von (-)Citronellal in einem FLIPR Experiment mit db-cAMP- 
vorbehandelten Zellen, IC50 = 107,6 jjM. Einschub, Fluoreszenzmessungen (0,003-3000 ^iM, 
von oben nach unten). Vertikale Skala, 200 Fluoreszenzzahlungen; horizontale Skala, 30 Sek. 
(C) Konzentrations-Antwort Verhaltnis von Forskolin Vorbehandlung (EC50 = 0,70 ± 0,40 
jjM) in Zellen, stimuliert mit (-)Citronellal (10 jaM). Einschub, Fluoreszenzmessungen unter 
0.03-30 jjM Forskolin (von unten nach oben, max. Effekt = 10 jxM). Vertikale Skala, 500 
Fluoreszenzzahlungen; horizontale Skala, 1 min. Daten in (B, C) sind Mittelwerte ± SD aus 5 
Well Bestimmungen. Pfeilspitzen in Einschtiben, Anwendung von (-)Citronellal. (D) (- 
)Citronellal(c-al)-induziertem Ca2+ Influx in Forskolin-rvorbehandelte HeLa- 
Cx43/CNGA2/rho-tag(39)-01fr49 ZeUen. (E) Zellen, denen 01fr49 fehlt. Gemittelte Messun- 
gen aus alien aufgezeichneten Zellen. Horizontale Balken, Bad-Aufbringung von Wirkstoffen 
(10 jxM). Iso, Isoproterenol. Ahnliche Ergebnisse wurden in zwei (A, B) oder drei (C, D) un- 
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abhangigen Experimenten erhalten. (E, rechtes oberes Panel) Konfokale Bilder von nicht- 
permeabilisierten B6-30/Alexa-488-markierten HeLa-Cx43/CNGA2/rho-tag(39)-01fr49 Zel- 
len. (E, rechtes unteres Panel), unter Auslassung der primaren Antikorpers. Skalenbalken, 16 
um. 

Figur 3: Odorant Spezifitat und Konzentrationsbereiche von 01fr49. (A) (-)Citroneilal- 
induzierter Ca2+ Influx in FLIPR Experimenten mit Forskolin-vorbehandelten Zellen. (A, 
oberes Panel) HeLa-Cx43/CNGA2/rho-tag(39)-01fr49 Zellen; (A, unteres Panel) Beachte die 
zehnfach geringeren Amplituden in HeLa-Cx43/CNGA2 Zellen, die transient mit 01fr49 
DNA transfiziert wurden. (B) Konzentrations-Antwort Verhaltnisse mit den maximalen Am- 
plituden abgeleitet von (A, oberes Panel, gefullte Kreise) EC50 = 2,1 ± 0,07 uM, und (A, un- 
teres Panel, offene Kreise) EC50 = 3,9 ± 1,3 uM. (C) (-)Citronellal-induzierte cAMP Produk- 
tion in HeLa-Cx43/CNGA2/rho-tag(39)-01fr49 Zellen. Die Daten sind Mittel ± SD (n = 2 
unahhangige Experimented dargestellt als Prozent des Maximums (EC50 = 0,4 ± 0,25 uM). 
(D) Konzentrations-Antwort Verhaltnisse von (-)Citronellal ((-)c-al, gefullte Kreise), 
(+)Citronellal ((+)c-al, offene Kreise), Octanal (8-al, gefullte Dreiecke), Heptanal (7-al, offe- 
ne Dreiecke), beta-Citronellol (c-ol, gefullte Quadrate) und Citronellinsaure (c-ac, offene 
Quadrate) auf Odorant-induzierten Ca2+-Influx in Forskolin-vorbehandelten HeLa- 
Cx43/CNGA2/rho-tag(39)-01fr49 Zellen. Die Daten sind Mittelwerte von n = 3 unabhangigen 
Experimenten, mit SD < 20%. 

Figur 4: Effekte von G-alpha-olf oder G-alpha-s Oberexpression auf die Rezeptor/Ligand- 
induzierte cAMP Produktion. (A) RT-PCR unter der Verwendung von Gen-spezifischen Pri- 
mern auf HeLa-Cx43/CNGA2 cDNA. - RT, reverse Transkriptase wurde ausgelassen. M, 
MarkergroBen (Basenpaare). (B, C) HeLa-Cx43/CNGA2/rho-tag(39)-01fr49 Zellen, transfi- 
ziert mit entweder G-alpha-olf oder G-alpha-s DNA (beides Ratte), mMX-prainkubiert und 
stimuliert mit (-)Citronellal (B) oder Isoproterenol (C), beide bei 3 uM. Jeder Balken stellt das 
Mittel ± S. D. aus dreifachen Bestimmungen dar. Alle Unterschiede in der cAMP Produktion 
sind bei p<0.05 in (B) und (C) signifikant. Ahnliche Ergebnisse wurden in zwei unabhangigen 
Experimenten erhalten. 

Figur 5: Effekte von Forskolin, Thapsigargin und G-alpha-olf auf Odorant/OR Signalgebung 
in HeLa-Cx43/CNGA2 Zellen. (A, E, F) Odorantien-induzierter Ca2+ Influx in Fura-2- 
beladene HeLa-Cx43/CNGA2/G-alpha-olf Zellen, transfiziert mit DNA fur rho-tag(39)- 
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01fr49 (A), -Olfi-41 (E), Oder -Ors6 (F). Unteres Panel, Kontroll-transfizierte Zellen. (B) (- 
)Citronellal-induzierter Ca2+ Influx in Fura-2-beladene HeLa-Cx43/CNGA2/rho-tag(39)- 
01fr49 Zellen ohne hG-alpha-olf. Die Konzentration der Odorantien ((-)c-al, (-)Citronellal; 8- 
al, Octanal; 9d-ac, Nonandioinsaure) war 10 uM. Beachte, dafi die Zellen mit Forskolin, son- 
dern mit Thapsigargin (TG) wo angegeben, behandelt wurden. Gezeigt sind mittlere Ca2+ 
Messungen von alien responsiven Zellen (8 Responder/30 gesamte Zellen bei (A), 4/25 bei 
(E), 12/21 bei (F), alle Zellen bei (B) und in der Kontrolle). Ahnliche Ergebnisse wurden in 
drei unabhangigen Experimenten erhalten. (C) cAMP Produktion in IBMX-vorbehandelten 
HeLa-Cx43/CNGA2/rho-tag(39)-01fr49 Zellen, stimuliert mit (-)Citronellal (10 uM) in An- 
wesenheit von Forskolin (2,5 uM), Thapsigargin (1 uM) oder nach Transfektion mit G-alpha- 
olf (Ratte). Jeder Balken stellt das Mittel ± S. D. aus zwei unabhangigen Experimenten dar. 
(D) Konfokale Bilder von nicht-permeabilisierten B6-30/Alexa-488-markierten Zellen, die 
rho-tag(39)-OR exprimieren. Unteres rechtes Panel, Auslassen des primaren Antik5rpers. 
Skalenbalken, 16 um. 

Figur 6: Screening von 93 OR Chimaren mit (-)CitroneUal und beta-Citronellol. (A, B) HeLa- 
Cx43/CNGA2/hG-alpha-olf Zellen transfiziert mit DNAs von 93 rho-tag(20)-M4 chimare 
Maus OR und gegen i uM (A), oder 10 uM (B) von Odorant in FLIPR Experimenten ge- 
screened. Gestrichelte Linien, Bad-Anwendung von Odorantien. Sternchen, Responder auf 
Odorantien. Die Koordinaten A10-A12 enthielten KontroU-transfizierte Zellen. Beachte, daB 
das unterschiedliche Rauschsignal der einzelnen Messungen an der Normalisierung an die 
intrinsische Isoproterenol Signalamplitude in jedem Experiment liegt. Zeitskala, 4 min. (C) 
Konfokale Bilder von nicht-permeabilisierten und B6-30/Alexa-488-markierten Zellen, die 
rho-tag(20)-M4 OR Chimaren exprimieren. Rechtes Panel, Auslassen des primaren Antikor- 
pers. Skalenbalken, 16 um. 

Figur 7: Differenzielle zonale Expressionsmuster von Maus OR in situ (A) In situ Hybridisie- 
rung von Odorantienrezeptor antisense RNA. Ein koronaler Halbschnitt von Maus OE mit 
Ectoturbinaten 1-3 und Endoturbinaten I-III fafit die Expressionsmuster von OR zusammen. 
Die Daten sind aus seriellen Schnitten, separat mit dem jeweiligen OR hybridisiert, wie durch 
gefarbte Punkte: 01fr41 (schwarz), 01fr43 (rot), MOR267-1 (gelb), 01fr49 (violett), 261-10 
(griin), und Ors6 (blau) dargestellt. Skalenbalken, 300 um. (B) Hohere Vergrofierung von 
einzelnen Schnitten von OE, hybridisiert mit antisense OR-Sonden. SC, Sustentakulare Zel- 
len; NC, neuronale Zellen; BC, Basalzellen. Skalenbalken, 10 um. 
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Figur 8: Genexpression und Funktion von humanen OR fur (-)Citronellal - (A) Kandidaten-(- 
)Citronellal-Rezeptorgene in syntenischen Clustern auf Maus-Chromosom 11B3-B5 (MC 11) 
und humanem Chromosom 17pl3.3 (HC 17). Die Pfeile zeigen den Bereich und die Orientie- 
rung der Gene an, auf MaBstab gezeichnet von NCBI Maus und humanen Genomkarten. Die 
Zahlen geben die AminosSure-Identitaten (%) zwischen den Genprodukten an. (B) RT-PCR 
unter der Verwendung Gen-spezifischer Primer auf menschlicher olfaktorischer Epithel 
cDNA. -RT, reverse Transkriptase wurde ausgelassen. M, MarkergrSBen (Basepaare) (C) 
Konzentrations-Antwort Verhaltnisse von (-)Citronellal fur rho-tag(39)-01fr43 (gefullter 
Kreis), -LOC331758 (offener Kreis), -OR1A1 (gefiilltes Dreieck), und -OR1A2 (offenes 
Dreieck) in HeLa-Cx43/CNGA2/G-alpha-olf Zellen. Ahnliche Ergebnisse wurden in drei un- 
abhangigen FLIPR Experimenten erhalten. Pfeil, menschliche Schwellen-Konzentration (0,3 

Figur 9: Schematische Darstellung des olfaktorischen Rezeptor-Signalwegs in HeLa-Zellen. 
Das System besteht aiis dem Rezeptor (A), dem heterotrimeren G-Protein (B), der Adenylcy- 
klase (C) und dem Kanal CNGA2 (D). 

Figur 10: Generelle Geeignetheit des Zellsystems fur die Charakterisierung von Rezeptoren, 
die die intrazellulare Konzentration von zyklischen Nukleotiden modifizieren. (B) partikulare 
Guanylylcyklase; (C) adrenerger Rezeptor. 

Figur 11: Generelle Geeignetheit des Zellsystems fur die Charakterisierung von Rezeptoren, 
^^die die intrazellulare Konzentration von zyklischen Nukleotiden modifizieren, am Beispiel 
eines Pheromonrezeptors rt(39)-VlR-b2 mit 2-Heptanon, (A), negative Kontrolle mit Pertus- 
sis-Toxin (B), das Toxin blockiert das spezifische G Protein G-alpha-I, (C) Leerkontrolle; alle 
drei Versuche mit Isoproterol, das auf die endogenen adrenergen Rezeptoren wirkt. 

Beispiele 

Molekulare Klonierungen - Die Erfinder verwendeten Rhodopsin-markierten rho-Marker 
(20)-M4 chimare Maus; OR, jedoch eine andere Untergruppe von 93 OR, wie durch Kraut- 
wurst et al. (1998) berichtet. CDNA, die fur den Rinder olfaktorische cyklisches Nukleotid- 
Sffhende Kanaluntereinheit CNGA2 (BTCAMPGC, X55010, Ludwig et al., 1990) kodierte, 
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wurde in den Vektor pcDNA3.1/Zeo(+) eingefiigt. Um die kodierende Region des olfaktori- 
schen humanen Guaninnukleotid-bindenden Protein alpha (hG-alpha-olf, GNAL: NM002071) 
zu erhalten, isolierten die Erfinder zuerst humane RNA aus chirurgischen olfaktorischen Epit- 
helbiopsien mit Trizol (Gibco), dann die mRNA mit Micro-FastTrack 2.0 (Invitrogen), und 
synthesierten erste-Strang cDNA unter der Verwendung von ImProm-II (Promega). Die Er- 
finder PCR-amplifizierten und subklonierten hG-alpha-olf in die CMV Promotor- 
angetriebene Expressionskassette pi2-dk, basierend auf Plasmid pIRES2-EGFP (Clontech), 
der jedoch der ERES-EGFP Teil fehlte. Die Erfinder PCR-amplifizierten die voll-Langen ko- 
dierenden Regionen von Maus 01fr49 (I-C6, NMO 10991) und 01fr41 (17, NMO 10983) 
(Krautwurst et al., 1998) von ihren Originalplasmiden, Maus Ors6 (NM020289, Malnic et al., 
1999), 01fr43 (XM111129), LOC331758 (XM137710), MOR261-10 (NM146369), und 
MOR267-1 (NM146937) aus Maus (C57BL/6J) genomischer DNA, und die menschlichen 
OR1A1 (NM014565) und OR1A2 (NM012352) aus menschlicher genomischer DNA mit Pfu 
(Promega) oder PfuUltra (Stratagene). Die Amplikons wurden in pi2-dk(rt39) subkloniert. 
Die Kassette stellt die ersten 39 Aminosauren der Rinder-Rhodopsin (rho-tag(39)) als einen 
N-terminalen Marker zur Verfugung (Chandrashekar et al., 2000) fur alle Vollangen OR. Die 
Identitaten aller subklonierter Amplikons wurde durch Sequenzierung tiberpriift (UKEHH, 
Hambtarg). 

Zellkultur und transiente DNA Transfektion - Alle Zellkulturmedien, Inhaltsstoffe und Anti- 
biotika wurden von Invitrogen/Gibco erhalten, aufier G418 (Calbiochem) und Puromycin 
(Sigma). HeLa Zellen wurden in Dulbecco ! s Modified Eagle Medium (DMEM) mit 10% hit- 
ze-inaktiviertem fotalem Rinderserum (FBS), 2 mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin und 100 
jxg/ml Streptomycin in einer befeuchteten Atmosphare (37°C, 5% C02) angezogen. 

Vor der Transfektion, wurden die Zellen auf Glas Deckglaser (VWR) fur Einzelzell Ca2+ 
Bildgebung oder schwarze Wand/klarer Boden 96 Well Platten (Molecular Devices) ftir 
FLIPR, beide mit poly-D-Lysin beschichtet (10 |ag/ml) ausges^t und bis zu einer prakonflu- 
enten Monolayer angezogen. Die Zellen wurden mit DNA unter der Verwendung von Lipo- 
fektion (PolyFect, Qxiiagen) transfiziert, und 40 Stunden nach Transfektion in die Experi- 
mente aufgenommen. 

Einzelzell Ca2+ Bildgebung - Einzelzell Ca2+ Bildgebung wurde wie vorher beschrieben 
durchgefuhrt (Bufe et al., 2002). Die Fluoreszenz von einzelnen Fura-2-AM (Molecular Pro- 
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bes)-beladenen Zellen wurde bei einer Emissions- Wellenlange von 515 nm nach Anregung 
mit 340 nm und 380 nm aufgezeichnet, und berechnet (F340/F380). Odoranten, natriureti- 
sches Peptid Typ C (CNP), Forskolin, poly-D-Lysin, Probenecid, Salze, Puffers und db- 
cAMP (Dibutyryl cyklisches Adenosinmonophosphat, Membran-permeabel, verwendet bei 1 
mM) waren von Sigma. IBMX (3-Isobutyl-l-methylxanthin) } ein Blocker der Phosphodie- 
sterase (100 uM, 30 min), war von Calbiochem. Die Forskolin Vorbehandlung (15 min) in 
Einzelzell Ca2+ Bildgebungs-Experimenten erfolgte immer bei 10 uM, wurde jedoch in alien 
Experimenten mit HeLa-Cx43/CNGA2/hG-alpha-olf Zellen weggelassen. Thapsigargin 
(BioTrend/Tocris; 1 uM, 30 min), ein Blocker einer intrazellularen Ca2+-ATPase, wurde 
verwendet, urn cytoplasmatische Spiegel von Ca2+ zu erhShen^was daher die OR-aktivierte 
cAMP Signalgebung via Ca2+-sensitver ACIII (Choi et al., 1992) erleichterte, oder um jede 
Rezeptor-vermittelte Ca2+Freisetzung von IP3-sensitiven internen Lagerstatten zu verhindern 
(Thastrup et al., 1994). Bad-Anwendug von 1 mM EGTA (Sigma) wurde verwendet um einen 
Influx von extrazellularem Ca2+ in die Zellen zu bestatigen. AUe Chemikalien waren von der 
hBchsten erhaltlichen Reinheit. 

Fluoreszenz Imaging Platten Lesegerat (FLIPR) Assay - Das FLIPR (Molecular Devices) 
integriert eine Argonlaser Anregungsquelle, eine 96 Well Pipettor, und ein Nachweissystem 
auf dem System das eine CCD (Charged Coupled Device) Bildkamera einschliefit. Die Expe- 
rimente wurden mit FLUO-4 (4 uM, Molecular Probes)-beladenen Zellen durchgefiihrt. Eine 
Vorbehandlung mit Forskolin (2,5 uM, 15 min) oder IBMX (100 uM, 30 min) erfolgte vor 
der Anwendung der Agonisten. Die Agonist-Antwortamplituden wurden aus der Peak- 
stimulierten Fluoreszenz der Losungmittel Kontrolle-substrahiert und. Basislinien-korrigierten 
Mesungen bestimmt, und fiber 4-5 Wells gemittelt, die den selben Rezeptor exprimierten und 
den selben Reiz erhielten. 

Datenanalyse - In den FLIPR Screening Experimenten wurden Responder wurden nach dem 
Kriterium von >50% von der maximalen Fluoreszenzzunahme innerhalb der ersten Minute 
nach Odorant Anwendung ausgewahlt. Odorant-induzierte Fluoreszenzamplituden wurden an 
die durch 10 uM Isoproterenol in demselben Well hervorgerufene Amplitude normaUsiert, am 
Ende des Experiments. Die EC50 oder IC50 Werte und Kurven wurden aus Anpassen der 
Funktion f(x) = (a-d)/(l+(x/C) A nh)+d an die Daten durch nicht-lineare Regression, mit a = 
Minimum, d = Maximum, C = EC50 oder IC50, und «H = Hill Koeffizient abgeleitet. 
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Immunocytochemie - Die Plasmamembranexpression von CNGA2 oder rho-tag-OR wurde 
unter der Verwendung der primaren AntikOrper Kaninchen-anti-CNG2 (Alomone) oder B6- 
30 (Margrave et al., 1986) ermittelt, die gegen den C-Terminus von CNGA2 oder den N- 
terminalen Teil von Rhodopsin gerichtet waren, in jeweils permeabilisierten oder nicht- 
permeabilisierten Zellen. Die Zelloberflache wurde dvirch Nachweisen von Plasmamembran 
Glycoprotein mit 20 |il/ml Biotin-konjugiertem Concanavalin A (Sigma) und Farbung mit 
Avidin-konjugiertem Texas Red (Molecular Probes) sichtbar gemacht, wie friiher beschrieben 
(Bufe et aL, 2002). Markierte CNGA2 oder OR Proteine wurden unter der Verwendung von 
Alexa-488-gekoppelten sekundaren Antikorpern (Ziege-anti -Kaninchen, -anti- Maus, Mole- 
cular Probes) und konfokaler Mikroskopie (Leica TCS SP2 Laser Scan) sichtbar gemacht. 

cAMP Test - HeLa-Cx43/CNGA2/rho-tag(39)-01fr49 Zellen (10 6 Zellen pro Well in 6-Well 
Platten) wurden nicht-transfiziert verwendet, oder wurden mit 1,5 jLLg Ratten G-alpha-olf oder 
Ratten G-alpha-s DNA transfiziert, unter der Verwendung von PolyFect. Nach 40 Stunden 
wurden die Zellen mit IBMX (100 ^iM, 30 min) prainkubiert und gegentiber (-)Citronellal 
oder Isoproterenol (2 min) ausgesetzt Die Prastimulation mit Forskolin wurde allgemein aus- 
gelassen. Die cAMP Spiegel wurden mit dem 125J-markierten cAMP Testsystem (Amer- 
sham) in dreifachen Bestimmungen gemessen. Die Werte. wurden vor der Agonist- 
Behandlung gegen den Spiegel von cAMP normalisiert Um die durchschnittliche cAMP 
Konzentration/Zelle abzuschatzen, ermittelten die Erfinder das durchschnittliche Spharenvo- 
lumen durch Messen der Durchmesser von 125 runden Zellen-Morphen unter der Verwen- 
dun g eines Axioplan Microskops (Zeiss) und der Metamorph Software (Universal Imaging 
Corp.). Die jimol cAMP, produziert bei der jeweiligen Odorantien EC50 wurden von nicht- 
linearer Regressionsanalyse erhalten. 

Gewebe und Schnittpraparation und in situ Hybridisierung - OE was obtained from male adult 
C57BL/6J Mausen erhalten. Sechs Wochen alte betaubte Maus^wurden~b^ 
kaltem PBS perfundiert und mit Bouin's Losung (Sigma) fixiert. Die in situ Hybridisierung 
wurde bei 65°C mit den jeweiligen Digoxigenin-markierten sense und antisense Ribosonden, 
hergestellt mit dem DIG RNA Markierungs-Mix (Roche) auf seriellen koronalen 14 fim 
Kryoschnitten, durchgefUhrt. 

Sta^fe Rekonstitution von Odorantien/OR-mduzierter cAMP/Ca2+ Influx Signalubertragung 
in HeLa Zellen - Anfanglich etablierten die Erfinder die humane HeLa-Cx43/CNGA2 Zelli- 
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nie, die stabil den olfaktorischen homomeren CNGA2 Kanal als ein Reporter exprimierte, um 
Rezeptor-induzierten Erhohungen in intrazellularem cyklischen Nukleotiden online zu verfol- 
gen. Die Erfinder- bestatigten die Expression von mRNA fur den CNGA2 Kanal in HeLa- 
Cx43/CNGA2 Zellen durch RT-PCR, und die Plasmamembran-Expression des CNGA2 Pro- 
teins durch Immunocytochemie (Fig. 1). Der homomere CNGA2 Kanal weist eine EC50 fur 
cGMP (3 uM) auf, die 20-fach niedriger als die ftir cAMP (Finn et al., 1998). Die cGMP Si- 
gnalgebung kann in vivo durch eine Untergruppe von OSN verwendet werden, einschlieBlich 
der olfaktorischen partikularen Guanylylcyklase GC-D (Fulle et al., 1995). Die Erfinder te- 
steten die MQglichkeit; eine Erhohung in cGMP zu verfolgen, durch Transfizieren der Ratten 
partikularen Guanylylcyklase Typ B (GC-B) in HeLa-Cx43/CNGA2 Zellen, ftir die das C 
Typ natriuretische Peptid (CNP) der bekannte Agonist ist (Lucas et al., 2000). In diesen Zel- 
len rief CNP in der Anwesenheit von IBMX einen GC-B-abhangigen und EGTA-sensitiven 
Ca2+ Influx hervor, mit einem EC50 von 0,027 uM (± 0,001 SD; n =2 ) (Fig. 1). Eine Cha- 
rakterisierung von HeLa-Cx43/CNGA2 Zellen durch RT-PCR ergab die Expression von 
mRNA fur G-alpha-s (Fig. 4) sowie fur ACIII,. VI, VII, und IX (Fig. 1)^ In diesen Zellen, in 
der Anwesenheit von Forskolin und ansteigenden Konzentrationen des P-adrenergen Rezep- 
tor-(P-AR)-Agonisten. Isoproterenol, riefen die Erfinder die cAMP Produktion und Ca2+ In- 
flux mit EC50 Werten von jeweils 0,028 ± 0,004 uM und 0,026 ± 0,008 uM, hervor. Die Er- 
finder schlossen daraus, dafl in diesen Zellen die OR/Odorantien-induzierte cAMP Si- 
gnalubertragung und der Ca2+ Influx durch die CNGA2 Kanale efabliert werden kann. Je- 
doch liefi die Arbeit von Kurahashi und Mitarbeitern vermuten, daB Odorantien selber auch 
die Antwort von OSN unterdriicken konnen, durch direktes Blockieren ihrer CNG oder Span- 
nungs-effhenden Kanale (Kurahashi et al., 1994; Kawai, 1999). Daher testeten die Erfinder 
zuerst ansteigende Konzentrationen von mehreren Citronellin Odorantien und aliphatischen 
Aldehyden auf inhibitorische Effekte auf den CNGA2-abhangigen Ca2+ Influx in HeLa- 
Cx43/CNGA2 Zellen, der direkt durch db-cAMP aktiviert wurde (Fig. 2). (-)Citronellal, das 
eines der -400 Schliissel Nahrungsmittel Odorantien ist (Grosch, 2001), blockierte den Ca2+ 
Influx in diese Zellen bei Konzentrationen von hoher als 3 pM, und mit einer IC50 von 131,7 
± 33,9 uM (n = 2) (Fig. 2). Octanal und Heptanal bis zu 100 uM, beta-Citronellol bis zu 3 
mM, und Citronellinsaure bis zu 300 uM blockierten den db-cAMP-induzierten Ca2+ Influx 
durch CNGA2 nicht (n = 2). Um die OR/Odorant-induzierte cAMP Signaliibertragung und 
den Ca2+ Influx in HeLa- Cx43/CNGA2 Zellen zu untersuchen, etablierten die Erfinder die 
stabile Expression von rho-tag(39)-01fr49 fur den (-)Citronellal als der kognate Odorant 
identifiziert wurde (Krautwurst et al., 1998). Die Erfinder bestatigten seine Expression auf 
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dem Plasmamembran Niveau durch Immunocytochemie und konfokale Mikroscopie (Fig. 2). 
Das Diterpen Forskolin (Seamon und Daly, 1986) kann dazu verwendet werden, um direkt 
Typ I- VIII der 9 Sauger AC (fur eine Zusammenfassung siehe Smit und Iyengar, 1998) zu 
aktivieren. In den Handen der Erfinder* muflten HeLa-Cx43/CNGA2 Zellen mit Forskolin 
prainkubiert werden, um einen Rezeptor-induzierten und CNGA2-abhangigen Ca2+ Influx zu 
messen. Dies liegt moglicherweise an einer suboptimalen Expression von G-alpha-s, da in 
Ca2+ bildgebenden Experimenten beide Oberexpressionen von G-alpha-s (n = 3) und G- 
alpha-olf (Fig. 5) die Prastimulation von AC durch Forskolin kompensieren konnten. Die Er- 
finder bestimmten eine pra-stimulierende Konzentration von 10 uM Forskolin, um einen an- 
schliefienden maximalen Odorantien-induzierten Ca2+ Influx in HeLa-Cx43/CNGA2/rho- 

• tag(39)-01fr49 Zellen zu erlauben (Fig. 2). In diesen Zellen stimulierte, wenn mit 10 uM 
Forskolin vorbehandelt, (-)Citronellal bei lOuM einen OR-abhangigen Ca2+ Influx der voll- 
standig durch extrazellulares EGTA antagonisiert werden konnte (Fig. 2). Der quantitative 
Vergleich der relativen Potenzen der Agonisten durch die Bestimmung ihrer EC50 Werte ist 
ein Standardverfahren der GPCR und Agonisten-Klassifizierung. Die Erfmder verwendeten 
daher das FLIPR System, um Konzentrations-Antwortkurven fiir kognate Rezeptor- 
Ligandenpaare innerhalb von Konzentrationsbereichen zu etablieren, wo keine oder eine ge- 
ringe Blockade von CNGA2-abhangigem Ca2+ Influx beobachtet wurde. FLIPR Experimente 
mit HeLa-Cx43/CNGA2 Zellen, die stabil rho-tag(39)-01fr49 exprimierten, ergab einen EC50 
Wert fur (-)Citronellal von 2,1 ± 0,3 uM (n = 3), verglichen zu 4,0 ± 2,2 uM (n = 5) in Zellen 
mit transient transfiziertem rho-tag(39)-01fr49 (Fig. 3). In der rho-tag(39)-01fr49 stabilen 
: ^^^Zellinie induzierte (-)Citronellal eine cAMP Produktion auf eine Konzentrations-abhangige 

"^^^ WCiSe (Fi8 ' 3) ' *"* 6inem EC5 ° Wert V ° n 0,49 ^ M (± °' 25 SD; n = 2) - Um 6ine Korrelation 
zwischen der Agonist-induzierten cAMP Produktion, Ca2+ Influx und Aktivierung des 

CNGA2 Kanals zu starken, berechneten die Erfmder eine durchschnittliche cAMP Konzen- 
tration von 48 uM oder 68 uM innerhalb einer einzelnen HeLa- Cx43/CNGA2 Ze^^i den 
EC50 Konzentrationen fur jeweils (-)Citronellal oder Isoproterenol. Diese Agonist/GPCR- 
induzierte durchschnittliche intrazellulare cAMP Konzentration lieB sich gut mit der EC50 
von 65 uM fur cAMP auf dem homomeren olfaktorischen CNGA2 Kanal vergleichen, die in 
electrophysiologischen Experimente mit inside-out Patches von CNGA2-exprimierenden 
HEK293 Zellen (Finn et al., 1998) erhalten wurde. Durch Testen von.aliphatischen Aldehyd- 
und Citronellal-verwandten Verbindungen auf HeLa-Cx43/CNGA2/rho-tag(39)-01fr49 Zellen 
erhielten die Erfmder das Odorantienprofil: (-)Citronellal > (+)Citronellal > Octanal > Hep- 
tanal » beta-Citronellol, widergespiegelt durch die EC50 Werte von jeweils 2,1 ± 0,1 uM (n 



= 4), 2,6±0,4uM(n 
3) (Fig. 3). 



= 3), 3,7 ±0,1 uM(n = 
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3), 6,0 ± l,0uM(n = 



3) und 32,8 ± 2,7 uM (n = 




Stabile Rekonstitution von Odorantien/OR-induzierter cAMP Signaliibertragung via G-alpha- 
olf - HeLa-Cx43/CNGA2 Zellen exprimieren die mRNA fur die G Protein Untereinheit alpha- 
s, jedoch nicht fur G-alpha-olf (Fig. 4). To die Effizienz von beiden G Proteinen bei der OR 
Signaliibertragung zu untersuchen, transfizierten die Erfinder die DNA fur rG-alpha-olf oder 
rG-alpha-s in HeLa-Cx43/CNGA2/rho-tag(39)-01fr49 Zellen, und maBen die (-)Citronellal- 
und via endogenem beta-AR, Isoproterenol-induzierte cAMP Produlction. Bei Fehlen von 
Forskolin oder Thapsigargin, erhShte die Transfektion mit G-alpha,olf oder G-alpha-s bevor- 
zugt die Signalubertragungseffizienz von jeweils rho-tag(39)-01fr49 oder endogenem beta- 
AR (Fig. 4). Um die OR Signalttbertragung zu verbessern, etablierten die Erfinder daher die 
stabile Expression von humanem G-alpha-olf in HeLa-Cx43/CNGA2 Zellen. (-)Citronellal 
rief einen Ca2+ Influx in HeLa-Cx43/CNGA2/hGaolf Zellen hervor, die rho-tag(39)-01fr49 
exprimierten (Fig. 5) und mit einer ahnlichen EC50 (2,2 uM), wie in Forskolin- 
vorbehandelten HeLa-Cx43/CNGA2/rho-tag(39)-01fr49 Zellen (vergl. Fig. 3). Unter den vier 
AC die in den vorliegenden HeLa-Cx43/CNGA2 Zellen exprimiert werden (s. Fig. 1), kann 
nur die olfaktorische ACffl durch Ca2+, in der Anwesenheit eines alctiven G Proteins alpha 
Untereinheit (fur eine Zusammenfassung, siehe Smit und Iyengar, 1998) aktiviert werden. Die 
Erfinder stellten daher die Hypothese auf, dafl eine Zunahme in der intrazellularen Ca2+ Kon- 
zentration durch ein Vorbehandeln der Zellen mit Thapsigargin, die cAMP Signaliibertragung 
von OR spezifisch via ACHI erleichtern wird. Die Erfinder beobachteten an Odorantien- 
induzierten Ca2+ Influx in HeLa-Cx43/CNGA2/rho-tag(39)-01fr49 Zellen ohne hG-alpha-olf 
nur dann, wenn die Zellen mit Thapsigargin vorbehandelt wurden (Fig. 5). In HeLa- 
Cx43/CNGA2/hGaolf Zellen, die rho-tag(39)-01fr49 exprimierten und mit Thapsigargin vor- 
behandelt wurden, rief(,)Citronellal einen ahnlichen Ca2+ Influx wie in nicht-vorbehandelten 
Zellen (Fig. 5) hervor. Die Erfinder testeten dann die drei Parameter 'Forskolin Vorbehand- 
lung', 'Thapsigargin Vorbehandlung', und TiG-alpha-olf Anreicherung' in cAMP Tests mit (- 
)Citronellal-stimulierten HeLa-Cx43/CNGA2/rho-tag(39)-01fr49 Zellen. Die (-)Citronellal- 
induzierte cAMP Produktion wurde signifikant erheht und zu dem selben AusmaB in ZeUen, 
die mit entweder Forskolin oder Thapsigargin vorbehandelt wurden, verglichen zu einer Sti- 
mulation mit (-)Citronellal in Zellen ohne Vorbehandlung (Fig. 5). Die Transfektion mit hG- 
alpha-olf ftthrte zu der hSchsten (-)CitroneUal-induzierten cAMP Produktion. In diesen Zellen 
reduzierte Thapsigargin die (-)CitroneUal-induzierte cAMP Produktion auf einen ahnlichen 
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Spiegel, wie in Thapsigargin- oder Forskolin-vorbehandelte Zellen ohne hG-alpha-olf (Fig. 5) 
gemessen wurde. Um die Validitat des erfindungsgemaBen Zellsystems fur OR Signaluber- 
tragung zu testen, verwendeten die Erfinder zwei andere OR, 01fr41 und Ors6, flir die die 
kognaten Odorantien Heptanal und Nonandionsaure jeweils in Ca2+ bildgebenden Experi- 
menten mit rekombinanten OR, oder isolierten ORN identifiziert wurden (Krautwurst et al., 
1998; Mainic et al., 1999). In den Handen der Erfinder lSste Heptanal bei 10 \xM den Ca2+ 
Influx in Thapsigargin vorbehandelte HeLa- Cx43/CNGA2/hG-alpha-olf Zellen aus, die rho- 
tag(39)-01fr41 exprimierten (Fig. 5). In Thapsigargin-vorbehandelten HeLa- 
Cx43/CNGA2/hG-alpha-olf Zellen, die rho-tag(39)-Ors6 exprimierten, induzierte Nonandion- 
saure (Fig. 5), jedoch keine andere C8 Carbon- oder Dicarbonsaure oder C9 Carbonsaure (n = 
2) eine Ca2+ Influx bei 10 jaM. Ahnliche Ergebnisse wurden mit rho-tag(39)-01fr41 und rho- 
tag(39)-Ors6 in HeLa-Cx43/CNGA2/hG-alpha-olf Zellen ohne Thapsigargin- Vorbehandlung 
erhalten (n = 2). 

Screening und funktionelle Identifikation von Maus OR fur Citronellin Odorantien - Durch 
Analyse des „Human Genome Projects" fanden die Erfinder keine gut definierten Orthologe 
(-85% Aminosaure-Identitat) fur Olfi-49. Die am engsten verwandten OR in der Maus oder 
dem Menschen zeigen jeweils 54% oder 56% Aminosaure-Identitat zu 01fr49. Jedoch wurden 
Sensitivitats-abhangige hierarchische Rezeptorcodes fur Geriiche in a kurzlichen Untersu- 
chung vorgeschlagen (Hamana et al., 2003). Die Erfinder fingen daher an, andere OR Ko- 
gnate fur (-)Citronellal mit hQherer Effizienz und Spezifitat als 01fr49 zu identifizieren. Um 
den kombinatorischen Aufwand des Screening von Hunderten von Odorantien versus -1000 
OR zu vermeiden, screenten Erfinder ungefahr 10% eines gesamten Maus OR Genoms, ex- 
primiert in HeLa-Cx43/CNGA2/hG-alpha-olf Zellen. Die Erfinder testeten zuerst beide Odo- 
rantien bei Konzentrationen unterhalb ihrer EC50 Werte fur 01fr49, und (-)Citronellal nahe 
ihrer Geruchsschwelle jm Menschen (0,3 uM, Leffingwell, 2003). In FLEPR Experimenten, 
wendeten die Erfinder 1 uM (-)Citronellal oder 10 uM beta-Citronellol auf HeLa- 
Cx43/CNGA2/hG-alpha-olf Zellinien an, die 93 aus einer Sammlung von 141 rho-tag(20)-M4 
chimSren Maus OR exprimierten. Die 93 hier getesteten OR sind exklusiv der 80 OR, die in 
einer vorhergehenden Studie getestet wurden (Krautwurst et al., 1998). Jedoch wurde die rho- 
tag(20)-M4 Chimare von OL&49 als eine positive Kontrolle eingeschlossen (96- Well Koordi- 
nate A5) und antwortete entsprechend auf beide Odorantien (Fig. 6). Die Erfinder identifi- 
zierten weiter zwei OR ChimMren (3%, 96 Well Koordinaten Al und F2) die zu 1 uM (- 
)Citronellal antworteten, wobei F2 auch auf 10 uM beta-Citronellol (Fig. 6) reagierte. 20 OR 
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Chimaren (22%) einschliefilich rho-tag(20)-M4-Olfr49 (A5), antworteten auf 10 uM beta- 
Citronellol (Fig. 6), wobei HI die starkste normalisierte Antwort zeigte. Ein Erhohen der 
Konzentration von (-)Citronellal von 1 uM auf 3 uM erhShte die Zahl von antwortenden OR 
Chimaren auf 40 (43%), einschlieBlich der OR Chimaren an den Koordinaten Al, A5 und F2. 
Die Erfinder beobachteten einen ahnlichen Anstieg im Prozentsatz von antwortenden OR in 
drei anderen Screening-Experimenten mit einer Untergruppe von 67 OR Chimaren, die teil- 
weise mit den bier gezeigten 93 OR iiberlappten, wenn die Konzentration von (-)Citronellal 
von 1 hM (9%, n = 1) auf 3 nM (22% und 59%) erh6ht wurde. Die OR Chimaren A5 und F2 
wurden in diesen Experimenten eingeschlossen und antworteten in alien Fallen auf beide 
Konzentration von (-)Citronellal. Keine der 93 OR Chimaren aritwortete auf Citronellinsaure 
bis zu 10 uM (n = 2). Blasting der TMII-VII Sequenzen der drei neu identifizierten Respon- 
der aus den 96 WeU Koordinaten Al, F2 und HI gegen die GenBank ergab die entsprechen- 
den Maus OR Gene, jeweils 01fr43, mOR267-l, und mOR261-10. Diese OR zeigen 35-41% 
Aminosaure-Identitat untereinander und mit 01S49. Die Al, F2 und HI rho-tag(20)-M4- 
Chimaren sowie ihre entsprechenden rho-tag(39)-Vollangen OR antworteten selektiv auf 1 
\xM (-)Citronellal (01fi43, 01fr49, mOR267-l) oder 10 uM beta-Citronellol (01fr49, 
mOR267-l, mOR261-10) in Einzelzell Ca2+ bildgebenden Experimenten, wenn in Thapsi- 
gargin-vorbehandelten HeLa- Cx43/CNGA2/hG-alpha-olf Zellen (n = 3) exprimiert. " 

Spatiale Genexpression in den OE von OR ftir Citronellin Odorantien - Der Olfi-43 unter- 
scheidet sich bis jetzt von alien anderen OR, die von den Erfindem als responsiv gegentiber 
Citronellin Odoranten identifiziert wurden. 01643 zeigte eine Spezifitat flir (-)Citronellal bei 
1 uM Uber 10 von anderen Citronellin Odorantien, wie zum Beispeil beta-Citronellol 
(siehe Fig. 7) oder Citronellinsaure (n = 2). Die Erfinder stellten daher die Hypothese auf, daB 
sich die spezifische Funktion von 01fr43 in einer topographischen Expression in den OE wi- 
derspiegelt, die sich von der Expression der anderen OR unterscheidet. In in situ RNA Hybri- 
disierungs-Experimenten untersuchten die Erfinder die Genexpression von 01fr41, 01fr43, 
01649, MOR261-10, MOR267-1, und Ors6 in OSN der Maus OE. Ors6 und 01fr41 die auf 
die aliphatischen Odorantien Nonandionsaure und Heptanal antworteten, markierten jeweils 
die am meisten dorso-medialen und ventro-lateralen Expressionsmuster in koronalen Schnit-: 
ten von Maus OE (Fig.- 7). Dazwischen zeigten die (-)Citronellal und beta-Citronellol Re- 
sponder 01&49, MOR261-10 und MOR267-1 eine iiberlappende zonale Expression, mit einer 
lateral verschobenen Expression von 01fr43 (Fig. 7). Die funktiondle Idenufikation eines 
menschlichen orthologen OR fur Maus 01fr43. Eine Charakterisierung von syntenischen OR 
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Cluster des menschlichen Chromosom 17pl3.3 und Maus Chromosom 1 1B3-B5 fuhrte zu der 
Identifikation von orthologen OR (Glusman et al., 2000; Lapidot et al., 2001). OR1A1 und 
OR1A2 wurden als die zwei engsten menschlichen Homologe to 01fr43 gefunden, die jeweils 
84% und 77% Aminosaure-Identitat mit 01fr43 und ihrem engsten Maus-Homolog, 
LOC331758 (99%) teilen (Fig. 8, Lapidot et al., 2001). RT-PCR Experimente zeigten eine 
mRNA Expression von OR1 Al und OR1A2 in menschlichem olfaktorischem Epithel (Fig. 8). 
Wenn in HeLa-Cx43/CNGA2/hG-aIpha-olf Zellen exprimiert, zeigten rho-tag(39)-01fr43, - 
LOC331758, -OR1A1, und -OR1A2 ahnliche EC50 Werte fur (-)Citronellal, jeweils 2,1 ± 0,2 
uM (n = 3), 3,2 ± 0,8 uM (n = 3), 2,2 ± 0,4 uM (n - 3), und 2,4 ± 0,7 uM (n = 2), (Fig. 8). 
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Patentansprfiche 

1. Rekombinantes Zellsystem, umfassend eine tierische Wirtszelle, umfassend die folgenden 
rekombinanten Proteine 

- einen rekombinanten spezifischen G Protein-gekoppelten Rezeptor, und 

- den rekombinanten Ca2+ permeabler Kanal CNGA2. 

2. Rekombinantes Zellsystem nach Anspruch 1, weiterhin umfassend ein rekombinantes Pro- 
tein aus der Gruppe der Connexine, z.B. Cx43 oder Cx26. 

3. Rekombinantes Zellsystem nach Anspruch 1 oder 2, wobei der rekombinante spezifische G 
Protein-gekoppelte Rezeptor ausgewahlt ist aus der Gruppe der partikularen Guanylyl- 
Cyklasen, z.B. lyp A bis G. 

4. Rekombinantes Zellsystem nach Anspruch 1 oder 2, weiterhin umfassend eine auf den spe- 
zifischen G Protein-gekoppelten Rezeptor abgestimmte Cyklase, z.B. eine Adenylyl- oder 
Guanylyl-Cyklasen. . 

5. Rekombinantes Zellsystem nach Anspruch 1, 2 oder 4, wobei der rekombinante spezifische 
G Protein-gekoppelte Rezeptor ausgewahlt ist aus der Gruppe der Pheromonrezeptoren, z.B. 
des VIR-Typs mit alien Familien VR-a bis VR-1, einschliefilich der V3R-Typs (VR-d), zum 
Beispiel VlR-b2, der Hormonrezeptoren, z.B. der beta-adrenergen Rezeptoren und der ol- 
faktorischen Rezeptoren, z.B. OR1A1, OR1A2, 01fr43, Olfi-49, MOR261-10, MOR267-1, 
LOC33 1758, 01fr41 oder 01fr6. 

6. Rekombinantes Zellsystem .nach Anspruch 1, 2, 4 oder 5, weiterhin umfassend ein auf den 
spezifischen G Protein-gekoppelten Rezeptor abgestimmtes rekombinantes G-Protein, z.B. G- 
alpha-olf. 



7.. Rekombinantes Zellsystem nach einem der vorgenannten Anspriiche, wobei die tierische 
Wirtszelle ausgewahlt ist aus Mauszellinien oder humanen Zellinien, z.B. menschlichen 
Krebszellinien, wie z.B. HeLa oder HEK293. 
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8. Rekombinantes Zellsystem nach einem der vorgenannten Anspruche, wobei das Zellsystem 
einen potentiellen rekombinanten spezifischen G Protein-gekoppelten Rezeptor umfaBt. 

9. Rekombinantes Zellsystem nach Anspruch 7, ausgewahlt aus den Zellsystemen HeLa- 
Cx43/CNGA2/01fr49;' HeLa-Cx43/CNGA2/G-alpha-olf; HeLa-Cx43/CNGA2/G-alpha- 
olffOlfr 49; HeLa-Cx43/CNGA2/G-alpha-ol^01fir41; HeLa-Cx43/CNGA2/G-alpha-ol#01fr 6 
Oder HeLa-Cx43/CNGA2/G-alpha-olffORl Al . 

10. Rekombinantes Zellsystem nach einem der vorgenannten Anspruche, wobei die rekombi- 
nanten Proteine stabil und/oder transient transfiziert vorliegen. - 

M m 1 1 . Verfahren zur Herstellung eines rekombinanten Zellsystems, umfassend 

- zur Verfiigung stellen einer tierischen Wirtszelle, 

- Einbringen eines rekombinanten spezifischen G Protein-gekoppelten Rezeptors oder eines 
potentiellen rekombinanten spezifischen G Protein-gekoppelten Rezeptors, und 

. - Einbringen des rekombinanten Ca2+ permeablen Kanals CNGA2. 

12. Verfahren nach Anspruch 1 1, weiterhin umfassend 

- Einbringen eines rekombinanten Proteins aus der Gruppe der Connexine, z.B. Cx43 oder 
Cx26. 

13. Verfahren nach Anspruch 1 1 oder 12, weiterhin umfassend 

M m - Einbringen einer auf den spezifischen G Protein-gekoppelten Rezeptor abgestimmte Cykla- 
se, z.B. eine Adenylyl- oder Guanylyl-Cyklase. 

14. Verfahren nach einem der Ansprilche 1 1 bis 13, weiterhin umfassend 

- Einbringen eines auf den spezifischen G Protein-gekoppelten Rezeptor abgestimmten re- 
kombinanten G-Proteins 5 z.B. G-alpha-olf. 

15. Verfahren nach einem der Anspruche 1 1 bis 14, wobei das Einbringen ausgewahlt ist aus 
(Ca2+-Phosphat-)Transfektion, Lipofektion oder Elektroporation, sowie anschliefiender op- 
tionaler Integration ins Genom mit Hilfe einer Rekombinase und/oder Antibiotika- 
Selektionsklonierung, und Transduktion. 
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16. Verfahren zur Auffindung von Rezeptor aktivierenden Substanzen, umfassend die Schritte 
von 

- zur Verfugung stellen eines rekombinanten Zellsystems nach einem der Anspruche 1 bis 7 
und 9 oder 10, 

- in Kontakt bringen des Zellsystems mit einer potentiell G Protein-gekoppelten Rezeptor 
aktivierenden Substanz, und 

- Messen der Aktivierung oder Inhibierung des Ca2+ Einstroms in die Zelle. 

17. Verfahren nach Anspruch 16, wobei die potentiell G Protein-gekoppelte Rezeptor induzie- 
rende Substanz ausgewahlt ist aus Odorantien, wie zum Beispiel (-)Citronellal oder beta- 
Citronellol, Pheromonen, Hormone, wie zum Beispiel Adrenalin oder natriuretisches Peptid 
Typ-C. ~' v 

18. Verfahren nach Anspruch 16 oder 17, wobei das Messen des Ca2+ Einstroms in die Zelle 
eine Beladung der Zelle mit Fura-2-AM oder Fluo-4-AM und ein Messen der Emissions- 
Wellenlange bei 515 nm einschliefit. 

19. Verfahren nach einem der Anspruche 16 bis 18, wobei das Zellsystem mit einem Enhan- 
cer, wie zum Beispiel Forskolin oder Thapsigargin vorbehandelt wird. 

20. Verfahren zur Herstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung, umfassend die 
Schritte von 

- Durchftihren eines Verfahrens nach einem der Anspruche 16 bis 19, und 

- Formulieren der erhaltenen G Protein-gekoppelten Rezeptor induzierenden Substanz mit 
bekannten Hilfs- und Zusatzstoffen. 

21. Verfahren zur Auffindung von G Protein-gekoppelten Rezeptoren, umfassend die Schritte 
von 

- zur Verfugung stellen eines rekombinanten Zellsystems nach Anspruch 8, 

- in Kontakt bringen des Zellsystems mit einer Rezeptor-aktivierenden Substanz oder vermut- 
lich Rezeptor-aktivierenden Substanz, und 

- Messen der Aktivierung oder Inhibierung des Ca2+ Einstroms in die Zelle. 
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22. Verfahren nach einem der Anspruche 16 bis 21, wobei das Verfahren in einer Hochdurch- 
satz-Umgebung erfolgt, z.B. in Mikrotiterplatten in einem Fluoreszenz-PlattenlesegerSt oder 
hochauflosend mikroskopgestiitzt auf Einzelzellebene. 

23. Verwendung eines rekombinanten Zellsystems nach einem der Anspruche 1 bis 7 und 9 
oder 10 zur Deorphanisierung von zellularen G Protein-gekoppelten Rezeptoren durch Auf- 
findung von Rezeptor induzierenden Substanzen, z.B. Odorantien. 

24. Verwendung eines rekombinanten Zellsystems nach Anspruch 8 zur Auffindung von zel- 
lularen G Protein-gekoppelten Rezeptoren. 
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Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betriffl ein rekombinantes Zellsystem, umfassend eine tierische 
Wirtszelle, umfassend einen rekombinanten G Protein-gekoppelten spezifischen Rezeptor, 
und den rekombinanten Ca2+ spezifischen Kanal CNGA2. Die Erfindung betrifift weiterhin 
ein Verfahren zur Herstellung des erfindungsgemaBen Zellsystems und die Verwendung des 
Systems zur Deorphansierung G Protein-gekoppelter Rezeptoren. Weiterhin betrifft die vor- 
liegende Erfindung die Verwendung des Zellsystems zur Auffindung neuer G Protein- 
gekoppelter Rezeptoren aus Genbanken. 
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